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L'invention a pour objet un dispositif de reception d'un echantillon de fluide 
ainsi que son utilisation. L'invention concerne en particulier un dispositif permettant 
notamment de prelever une faible quantite d'un fluide dans une zone de prelevement et de 
transporter le fluide prelev6 pour le deposer, dans une zone de dep6t, sur un substrat. 

Le dispositif de l'invention peut en outre Stre utilise comme une microcellule 
61ectrochimique. 

L'invention est utilisable notamment dans le secteur des biotechnologies, et en 
particulier dans le domaine, actuellement en plein essor, de l'analyse d'echantillons 
biologiques, ou dans l'6tude de la reactivite ou de 1'affinite d'une molecule par rapport a 
une ou plusieurs autres. L'invention est egalement utilisable dans le domaine plus general 
d' analyse des materiaux. 

Les dispositifs de transfert d'echantillons fluides d'origine biologique, ou 
contenant des molecules purifiees produites in vitro ou in vivo ont actuellement une 
importance croissante. On sait que l'une des tendances recentes dans ce domaine est de 
miniaturiser les dispositifs et de minimiser les quantites de reactifs a utiliser et/ou de 
produits a analyser ou a etudier. En effet, les quantites de produits disponibles sont souvent 
tres faibles, ou les produits sont tres couteux. On utilise de plus en plus souvent, pour ces 
raisons, des dispositifs permettant d'effectuer sur des substrats appropries des depots 
ponctuels organises en reseaux (appetes en langue anglaise « microarrays »). Les substrats 
sont ensuite mis en contact avec des produits, connus ou inconnus, susceptibles d'avoir une 
interaction (rSactivite ou affinite) vis-a-vis de la molecule ou des molecules deposees dans 
le microreseau. On precede ensuite a une analyse a l'aide d'un systeme de detection qui 
peut etre par exemple optique, chimique, electrochimique, etc. 

II existe actuellement des dispositifs de dep6t avec ou sans contact mecanique 
avec le substrat. 

Dans le cas d'un d6p6t sans contact, le principe est d'aller prelever un fluide, 
contenant par exemple des molecules d'interet biologique, dans une zone de prflevement, 
puis d'aller placer le dispositif au-dessus d'une zone de dep6t d'un substrat, et de delivrer 
une goutte du liquide sans que le dispositif entie en contact avec le substrat. Un tel 
dispositif est decrit par exemple dans le brevet US 5 763 278. Le dispositif de ce brevet 
US comporte un 616ment piezo&ectrique venant comprimer une chambre de faible volume 
et ainsi ejector une goutte de liquide sur des substrats de type lamelle de microscope, ou 
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sur tout autre support approprie, permettant ensuite l'analyse a l'aide d'un instrument de 
mise en 6vidence d'interactions. De tels dispositifs pr^sentent 1'avantage de ne pas alterer la 
surface sur laquelle le liquide doit etre depose, mais ils sont de maniement dSlicat car en 
general l'extremity inferieure du dispositif (lk ou se forme la goutte a deposer) est tres 
5 fragile. De tels dispositifs pr6sentent 6galement l'inconvenient de necessiter des volumes 
de pr61evements assez importants. En outre, leur complexity de fabrication et de 
calcination est assez contraignante, notamment du fait de la nature des materiaux utilises, 
en particulier les ceramiques piezoelectriques qui ont tendance a se deformer avec le temps 

et avec les tensions appliquees. 
10 Parmi les dispositifs de dep6t, certains utilisent des moyens fluidiques actifs 

(pistons, vannes, pompes) qui presentent des inconvenients tant en ce qui concerne la 
complexity de fabrication que les risques de fuites, de bouchage des conduits ou de 
formation de bulles. 

Comme indiqu6 ci-dessus, il existe aussi des dispositifs qui operent par contact 
15 avec le substrat. Certains de ces dispositifs fonctionnent uniquement grace au phenomene 
de capillarity. C'est le cas des dispositifs decrits dans les brevets US 5 770 151, 5 807 522 
et 6 101 946 qui sont analyses ci-apres. 

Le brevet US 5 770 151 decrit un dispositif de pr61evement d'un echantillon 
liquide et de d6p6t de microgouttes de cet echantillon, comprenant un tube creux dont une. ,. 
20 extremity est fermee et l'autre est ouverte. La paroi du tube prysente, au voisinage de.,-, 
l'extremite ouverte, une fente longitudinale qui favorise le pavement par capillarity d'une 
faible quantity de liquide lorsque la partie d'extrymite ouverte est immerg6e dans ledit 
liquide. On effectue ensuite le dy P 6t de microgouttes par capillarity en mettant rextreriiity 
ouverte en contact successivement avec une pluralit6 de points d'une surface solide. 
25 Le brevet US 5 807 522 decrit un dispositif de prelevement et de deposition 

dun echantillon liquide, comprenant deux elements coextensifs espaces de facon a former 
un canal capillaire allong6 comportant des fentes laterales et se terminant par une pointe. 
En immergeant la rygion de la pointe dans un liquide, un ychantillon est retenu dans le 
canal capillaire, et lorsque la pointe vient au contact d'un support solide avec une 
30 impulsion suffisante, le menisque a la base de l'echantillon liquide est rompu, ce qui 
permet le dep6t d'une microgoutte d'echantillon liquide sur le support. 
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Le brevet US 6 101 946 decrit une aiguille pour imprimer sur un support un 
microreseau par depdt de microgouttes d'un echantillon liquide. Cette aiguille comprend 
une pointe taillee en forme de pyramide a base carree, comportant une fente longitudinale 
formant deux bees qui sont de plus en plus rapproches en allant vers l'extremite de la 
pointe. La fabrication de telles aiguilles necessite un usinage de haute precision et est done 
tres onereuse. 

Tous les dispositifs decrits dans les trois brevets analyses ci-dessus comportent 
une fente longitudinale dans le but de favoriser la retention par capillarity d'une quantity 
relativement importante de liquide. L'obtention de ces fentes complique la fabrication de 
ces dispositifs et n6cessite, notamment pour les dispositifs des brevets US 5 807 522 et 
6 101 946, un usinage coOteux ; de plus, ces systemes capillaires se bouchent si 
l'echantillon contient des particules en suspension, et ils sont par ailleurs assez difficiles a 
decontaminer. ' 

Comme on le verra ci-apres, le dispositif de l'invention peut etre utilise pour 
deposer et fixer sur un substrat, notamment par voie electrochimique, un ligand (substance 
biologique ou molecule quelconque capable d'interaction soil avec un reactif permettant 
l'analyse ou l'etude des proprietes du ligand, soit avec une mol6cule d'intergt a detecter 
et/ou a quantifier). 

Le brevet ER 2 789 401 decrit un procede pour deposer de faeon matricielle un 
ligand et le fixer electrochimiquement sur un support conducteur. Ce precede" peut gtre mis 
en oeuvre notamment a I'aide d'un dispositif comprenant un reservoir en mat^riau isolant 
(polypropylene), de forme conique, contenant un milieu reactionnel fluide et une electrode. 
Le milieu fluide contient deux types de monomSres electropolymerisables, d'une part du 
pyrrole, et d'autre part du pyrrole li6 par covalence a un ligand. L'extremite du cone est 
ouverte et a un faible diametre. Par contact de cette extremite avec un support conducteur 
soumis a une tension anodique par rapport a 1'electrode, on peut d6poser sur la zone de 
contact avec le substrat un polymere de pyrrole dont une partie des motifs sont lids par 
covalence avec le ligand. Dans un tel dispositif, le reservoir contient des quantites 
relativement importantes du milieu fluide, et I'extrSmite" du c6ne n'a pas de fonction de 
prelevement, et le reservoir doit 6tre rempli par un systeme fluidique actif (pompes, 
vannes, etc.). Dans un autre mode de realisation, on utilise une electrode en forme de fil 
que Ton plonge dans un recipient contenant le milieu reactionnel fluide. Lorsque 1'electrode 
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ressort du fluide, elle retient a son extremity une goutte de fluide. On amene ensuite 
l'electrode au-dessus du support conducteur de facon a ce que la goutte vienne au contact 
du support tout en restant en contact avec l'electrode. En appliquant une tension electrique 
appropriee, on obtient comme pr6c6demment la formation d'un depdt de polymere de 
5 pyrrole. Un tel procede necessite un controle tres precis de la distance electrode-support. 
En effet, seule la goutte, et non l'electrode, doit entrer en contact avec le support, car un 
court-circuit empecherait la polymerisation. II en resulte qu'un tel proc6de, qui est 
d'ailleurs peu reproductible, n'est pas adapt6 a des applications industrielles. Par ailleurs, le 
volume de fluide transports par 1' aiguille est peu reproductible et soumis au s6chage. 
l0 La p^sente invention a notamment pour objet un dispositif permettant de 

prelever et transporter un fluide, y compris dans le cas ou l'echantillon fluide qui est la 
source du fluide a prelever n'est disponible qu'en tres faibles quantites. Ce dispositif, qui 
peut fonctionner sans moyens fluidiques actifs tels que. pistons, pompes ou vannes, est de 
fabrication tres simple et done d'un prix de revient relativement faible. II ne comporte pas 
15 d'element fragile et peut ainsi Stre utilise durablement. 

L'invention a pour objet un dispositif de reception, notamment pour prelever et 
transporter un echantillon de fluide, comportant une partie d'extremite avec au moins une 
cavit6 debouchant par une ouverture sur 1'exterieur, ladite cavite" comprenant un fond, 
caract6rise par le fait que ladite partie d'extremite presente une premiere zone hydrophobe ^ 
20 adjacente a l'ouverture de la cavite et une deuxieme zone hydrophile adjacente a la ■ ^ 
premiere et recouvrant au moins partiellement le fond de la cavite de sorte que lorsque 
ladite partie d'extr6mit6 plonge dans ledit fluide puis en ressort, ladite cavite retient par 
capillarit6 une partie dudit fluide. 

Dans des modes de realisation particuliers, le dispositif de l'invention peut 
25 encore presenter les caracteristiques suivantes, prises isolement ou, le cas echeant, en 
combinaison : 

- le caractere hydrophobe est apport6 par un revgtement hydrophobe, 

- ledit revetement hydrophobe est d6pos6 sur ladite partie d'extremit6 au 
moins a la periph6rie de ladite ouverture (6tant entendu que ce revgtement ne doit pas 

30 obturer l'ouverture), 
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- la zone hydrophobe s'etend dans la cavite, eventuellement jusqu'au fond 
de celle-ci, sans recouvrir le fond complement, et/ou s'etend sur une parol exteme du 
dispositif, 

- la zone hydrophobe est realised en un materiau isolant electrique, 

- ledit revetement hydrophobe est realise" en un materiau choisi par exemple 
parmi un Teflon® tel que le polytetrafluoroethylene (PTFE), le polyfluorure de vinylidene 
(PVDF), le perfluoroalkoxy (PFA), les homopolymeres ou copolymers dethylene, de 
propylene ou d'isoprene, les polyurethanes et les resines epoxy, cette Iiste n'etant pas 
limitative, 

- la partie d'extremite comporte un corps, lequel est realise en un materiau 
conducteur de 1'electricite et/ou est revetu d'un materiau conducteur de 1'eiectricite, la 
cavite 6tant formee au moins partiellement par ce corps, 

- ledit materiau conducteur de 1'eiectricite est choisi notamment parmi 
l'acier, le titane, le platine, l'or, l'argent, le graphite et les fibres de carbone, cette liste 
n'6tant pas limitative, 

• - ladite cavite presente 1'une au moins des caracteristiques suivantes : 

• elle a un volume suffisant pour retenir un volume d'echantillon de 
fluide dans la gamme de 0,1 picolitre a 1 fiL, et en particulier de 1 a 50 nL, 

• elle a une profondeur de 5 fim a 200 fim, 

• le rapport profondeur de la cavite/diametre de Touverture peut varier 
dans la gamme de 0,1 a 1, 

• la cavite peut avoir une section transversa^ circulaire ou polygonale, 

- ledit dispositif peut comprendre un element amortisseur permettant 
d'attenuer les chocs susceptibles d'affecter ledit dispositif lorsque celui-ci entre en contact 
par sa partie d'extremite avec un substrat solide afin d'y deposer ledit echantillon de fluide ; 
ledit element amortisseur est par exemple un ressort, 

- ledit dispositif comporte une tige ; la tige peut 8tre realisee en un materiau 
capable de deformation eiastique, et peut comporter au moins une partie en forme de S 
jouant le r61e d'eiement amortisseur, 

- ledit dispositif comporte une tige apte a coulisser dans une autre piece, 
notamment un cylindre agence pour jouer le role d'eiement amortisseur, 



6 



- le caractere hydrophile de la zone hydrophile peut etre apporte par un 
revStement en un materiau hydrophile. 

Selon un mode de realisation particulier, le dispositif de 1'invention comprend 
une tige munie, exterieurement ou interieurement, du c6te de la partie d'extremite, d'un 
5 manchon ayant une partie d6passante qui se prolonge au-dela de l'extremit6 de la tige. La 
cavite est constitute, dans ce cas, par la partie depassante de la paroi interne du manchon et 
par la face d'extremit6 de la tige. Le manchon est realise par exemple en un materiau 
hydrophobe. En particulier, la tige peut Stre rtalisee en un materiau conducteur, et le 
manchon en un materiau isolant, et si Ton veut utiliser le dispositif comme electrode, ladite 
10 face d'extremite de la tige peut etre polie et/ou revetue d'un metal peu reactif, par exemple 
platine ou or, pour obtenir une electrode plus stable. 

Le manchon dtpassant peut egalement Stre realist en un materiau conducteur. 
Dans ce cas, au moins l'extremitt de la partie dtpassante est revStue d'une couche de 
materiau hydrophobe. Le revetement hydrophobe peut s'6tendre sur la paroi externe du 
15 manchon conducteur ettventuellement sur une partie de la paroi depassante interne. 

Linvention a 6galement pour objet un procede permettant notamment de 
prelever et transporter un echantillon de fluide a l'aide d'un dispositif tel que defini dans 
l'une quelconque des revendications prectdentes. Ce proced6, qui peut fonctionner sans 
l'aide de moyens fluidiques actifs, comprend les 6tapes consistant a : 
20 a) immerger la partie d'extremite comportant ladite cavitd dans un recipient 

contenant un fluide a prelever, puis l'en retirer, et 

b) mettre en contact ladite partie d'extremite avec un substrat solide. 
Selon des modes de realisation particuliers : 

- on eloigne ensuite du substrat la partie d'extremitS, de fa?on a laisser en 
25 depot sur le substrat une goutte de l'6chantillon fluide, 

- si desire, on repete les ttapes a) et b) autant de fois que necessaire pour 
d6poser une plurality d'echantillons fluides, identiques ou differents, sur le substrat solide, 
de fagon a former sur ledit substrat des d6p6ts selon un reseau matriciel. Lorsque les 
echantillons sont differents, une operation de rincage-stchage sera necessaire. 

30 Ce procedt peut etre utilist notamment avec un echantillon de fluide qui 

contient des molecules ou des substances biologiques a deposer et/ou a immobiliser sur le 
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substrat. E peut 6galement Stre utilise pour transporter un fluide vera une autre solution 
fluide, pour realiser une dilution par exemple. 

Le proced6 de l'invention permet en outre d*utiliser Ie dispositif de reception 
comme 61ectrode. Pour cela, le dispositif comporte un corps realist en un materiau 
5 conducteur, et ladite partie d'extremite est munie d'un revetement ou d*un manchon isolant 
et hydrophobe qui, bien entendu, n'obture pas 1'ouverture de la cavite. Le substrat est en un 
materiau conducteur ou contient une ou des zones conductrices et, apres ladite etape de 
mise en contact, 1'ensemble forme une cellule electrochimique comprenant au moins deux 
electrodes independantes. Une ou des electrodes supplementaire(s) peu(ven)t etre 
10 rajoutee(s) soit sur le dispositif, soit sur le substrat. 

Le fluide peut comporter un electrolyte et eventuellement d'autres composes en 

suspension. 

Le precede peut comporter l'etape consistant a effectuer une analyse de type 
electrochimique de la solution ou suspension prelevee. 
15 1x5 procede peut comporter l'etape consistant a utiliser 1'ensemble precite 

comme une cellule electrochimique et faire passer un courant eiectrique, ou simplement 
mesurer une difference de potentiel entre ladite partie d'extremit6 et ledit substrat ou entre 
la partie d'extremite et une zone conductrice du substrat, par 1'intermediaire de 
lechantillon, contenant un electrolyte, qui est en contact a la fois avec le corps conducteur 
20 et avec le substrat. En utilisant un montage intensiostatique ou potentiostatique, on peut 
determiner les caracteristiques de courant et de potentiel de l'echantillon de fluide preleve" a 
analyser ou du substrat, et cela sans modification notable de la composition de 
l'echantillon, car les concentrations des substances electroactives dissoutes ne sont 
pratiquement pas modifies par les mesures effectuees. 
25 En utilisant par exemple le dispositif de l'invention comme 61ectrode de travail 

et le support conducteur, notamment une lame metallique; comme contre-electrode, la 
cavit6 du dispositif constitue une micro-cellule electrolytique permettant notamment 
d'emdier les reactions qui se produisent au niveau de l'61ectrode de travail. Un tel dispositif 
permet d'avoir toujours la meme distance entre l'61ectrode de travail et la contre-electrode. 

On peut egalement utiliser le proce"de de l'invention pour effectuer 
1'immobilisation d'une ou plusieurs molecules ou substances biologiques sur le substrat 
conducteur selon une methode 61ectrochimique d'electrodeposition. Dans ce cas, le 
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substrat constitue l'electrode de travail et I'extr6mit6 du dispositif de reception sert de 
contre-61ectrode. 

Un tel proced6 d'electrodeposition peut etre mis en oeuvre notamment lorsque 
le fluide contient un monomere electropolymerisable, par exemple par oxydation anodique. 
5 On fait alors passer le courant electrique entre le corps et le substrat en portant ledit 
substrat a un potentiel necessaire a la formation de polymere. Ainsi, l'extremite du 
dispositif de prelevement, realisee en materiau conducteur, joue le rdle de contre-61ectrode, 
de sorte que le monomere va se polymeriser au contact du substrat conducteur, par 
oxydation anodique, et former un dep6t ponctuel encore appele « spot » adherent sur ledit 
10 substrat. Un tel proced6 permet done de realiser des micro-spots de polymere, 
eventuellement disposes en reseau matriciel, sur une surface conductrice. 

On va maintenant decrire de facon plus detaill6e, a titre illustratif, des modes 
de r6alisation particuliers de l'invention, en faisant reference aux dessins annexes, dans 
lesquels : 

15 _ i es figures 1 a 7 representent, sch6matiquement et partiellement, des modes 

de r6alisation particuliers de la partie d'extremit6 du dispositif de l'invention, 

- Ies figures 8 et 9 repr6sentent, sch6matiquement et partiellement, des 
modes de realisation d'un dispositif de reception avec un amortisseur, 

- la figure 10 represente, schematiquement et partiellement, un support 
20 d'une contre-electrode conforme a Tinvention, et 

- Ies figures 11 et 12 representent, schematiquement et partiellement, une 
61ectrode indicatrice conforme a deux exemples de mise en ceuvre de l'invention. 

On a represente sur la figure 1, de maniere tres schematique, un dispositif de 

reception 1 conforme a l'invention. 
25 Le dispositif 1 comporte une tige 2 a une partie d'extr6mite 2' de laquelle est 

menagee une cavite de r6ception 3. 

Dans I'exemple consid6r6, la cavite 3 presente une forme cylindrique d'axe X 
parallele a la tige 2, avec une paroi interne 4 et un fond 5. 

La tige 2 presente a son extr6mit6 une tranche 6 recouverte d'un revetement 

30 hydrophobe 8. 
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Dans 1'exemple considere, la tige 2 est realisee en un materiau conducteur 
presentant des propria hydrophiles, ce mateiiau conducteur pouvant etre pax- exemple de 
Tor, du platine ou un acier inoxydable du type inox 316L. 

La tranche 6 s'etend a la peripheric de 1'ouverture 7 de la cavite 3. 

Dans 1'exemple de la figure 1, le revetement 8 s'etend uniquement sur la 
tranche 6, sans d6border dans la cavite" 3, ni sur la parol exteme 10 de la tige 2. 

En variante, le revetement 8 peut s'etendre, comme illustre sur la figure 2, vers 
1'interieur de la cavite" 3 en recouvrant la parol interne 4 partiellement. 

Ce revetement 8 peut atteindre le fond 5 ou non. 

Le revetement 8 peut egalement s'etendre sur la parol externe 10 de la tige 2. 

Dans les exemples qui viennent d'etre decrits, la cavite de reception 3 est 
realisee dans un evidement de la tige elle-m6me. 

On a represents sur la figure 3 un dispositif de reception 15 conforme a un 
autre exemple de mise en oeuvre de rinvention, dans lequel la cavite de reception 16 est 
formee par un manchon 17 engage a une extremity d'une tige 1 8. 

La cavite 16 presente un fond deTini par la tranche 19 de la tige 1 8. 

Le manchon 17 comporte une premiere partie 17a en prise sur la tige 18 et une 
deuxieme partie 17b depassant de la tranche 1 9. 

Le manchon 17 est realist en materiau hydrophobe, etant par exemple constitue" 
par une gaine thermor&ractable en matidre plastique. 

Dans 1'exemple de mise en oeuvre illustrg a la figure 4, la tige 18' comporte un 
r&reint annulaire 20 sur lequel est engage le manchon 17. 

On a represents sur la figure 5 un dispositif de reception se differenciant de 
celui decrit en reference a la figure 1, par le fait que l'extremit<5 de la tige 2' est au moins 
partiellement biseautee, <5tant par exemple semi-biseautee ou entierement biseautee. 

Dans 1'exemple de mise en ceuvre illustre a la figure 6, le dispositif de 
reception 20 comporte une tige 21 a une extremite" de laquelle est fixe un insert m6tallique 
22 comportant une cavite de reception 23. 

L'insert 22 comporte une paroi externe cylindrique 24 recouverte d'un 
revetement hydrophobe 25. 
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On a represent^ sur la figure 7 un dispositif de reception 35 avec une tige 
metallique 36 presentant a une extremite une tete 37, une partie de la tige 36 et cette tete 37 
etant noyees dans un revetement en materiau hydrophobe 38. 

Ce revetement 38 comporte au droit de la tete 37 une cavite 39 permettant de 

5 recevoir un echantillon de fluide. 

On a represents sur la figure 8 un dispositif 30 conforme a l'invention, 
comportant une tige metallique 31, laquelle pr6sente une partie 32 repliee en S agencee 
pour definir une zone elastiquement deformable formant un amortisseur. 

Cet amortisseur peut ainsi etre realise de maniere particulierement simple et 
10 permet d'amortir des chocs suivant une direction perpendiculaire au plan du substrat 33. 
Dans l'exemple consid6r6, le substrat 33 comporte une lame d'or. 

L'extremite inferieure 34 de la tige 31 d6finit un dispositif de reception 20 

decrit en reference a la figure 6. 

Dans l'exemple de mise en oeuvre illustre a la figure 9, le dispositif de 
15 reception est solidaire d'une tige 41 presentant a une extremite superieure une tete 42 
s'engageant dans un logement d'un support 40. 

Cette tete 42 est rappelee dans sa position de repos par l'intermediaire d'un 

ressort 43 distinct de la tige 41. 

Ainsi, la tige 41 peut etre d6pourvue de partie repliee en S telle que celle 

20 decrite en reference a la figure 8. 

Le ressort 43 peut etre remplace par tout autre element de rappel elastique tel 

qu'une matiere elastomerique, par exemple. 

Ce support 40 peut Store solidaire d'un bras manipulateur d'un automate 
permettant de deplacer la tige suivant des directions horizontales et verticales. 
25 Un tel automate peut etre agence de maniere a pouvoir actionner une pluralite 

de dispositifs de reception. 

En utilisant un automate 3-axes, il est possible de deposer sur un substrat des 

gouttes selon un r6seau matriciel. 

Un mode d'utilisation typique consiste a amener le dispositif de reception au- 
30 dessus de la zone de prelevement, et a d6placer verticalement la tige vers le bas jusqu'a ce 
que son extr6mit6 plonge dans le fluide a transferer. Suivent un deplacement horizontal 
jusqu'a 1'aplomb de la zone de depot sur un substrat, et une descente verticale jusqu'au 
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contact du substrat et le dep6t par capillarite d'une microgoutte. Ensuite, le dispositif est 
remonte verticalement, puis deplace jusqu'a une zone de nettoyage de rextremite\ par 
exemple par jet d'eau, puis jet d'air pour le sechage. On peut ensuite repeter les operations 
avec le meme echantillon de fluide ou un autre echantillon de fluide. 

Lorsque le rev6tement ou manchon hydrophobe est realis6 en un materiau 
isolant, il est possible d'utiliser le dispositif de l'invention comrae Electrode, la cavit€ 23 
jouant le r61e de micro-cellule 61ectrochimique. 

On va deerire plus en details ci-apres differentes applications de l'invention. 

Exemple 1 : Realisation de puces a proteines par depot electrochimique 

H s'agit de realiser une puce comportant 60 plots de 6 molecules diff6rentes, 
chacune immobilisee en 10 exemplaires ; chaque plot est dispose sur un quadrillage virtuel 
carre de 8*8 plots, avec un pas de 700 (im entre le centre de chaque plot et sur une surface 
totale de 5*5 mm 2 . Quatre zones ne seront pas fonctionnalisees avec des especes 
biologiques, le substrat restera « nu ». 

Les six molecules differentes sont des anticorps : un anticorps anti-hCG 
(Sigma), un anticorps mAb 11E12 anti-peptide (Sanofi Diagnostics Pasteur), un anticorps 
anti-HSA (Sigma), un anticorps anti-avidine (Sigma), un anticorps anti-IgG de lapin 
(Sigma), un anticorps anti-BSA (Sigma). 

Le but final de l'experience est d'observer les interactions en parallele, en 
temps reel et sans marqueur de ces anticorps avec les molecules contre lesquelles elles sont 
dirigees, injectees successivement au contact de la puce, ceci par la technique d'imagerie 
par Resonance des Plasmons de Surface telle que celle decrite dans la demande 
WO 02/48689. Toutes ces molecules sont prealablement couplees a des monomeres de 
pyrrole sur leur liaison NH2d. Apres cela, chaque proteine couplee a une ou des molecules 
de pyrrole, a une concentration de 10 dans un milieu reactionnel constitue de 
NaH2P04 50 mM (Sigma) + NaCl 50 mM (Merck), a un pH de 6,8, est deposee au fond 
d'un des puits d'une microplaque ayant 96 puits a fond conique. Quelques microlitres de 
produits, typiquement inferieurs ou egaux a 5 \lL, sont suffisants pour permettre de realiser 
plusieurs dizaines de d6p6ts par espece. 

Les substrats utilises dans cet exemple sont des substrats prismatiques, de base 
12,5*25 mm 2 et de hauteur 9 mm (en verre BK7 ou SF11), sur lesquels on a depose une 
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couche de chrome d' environ 20 Angstr6ms qui sert de couche d'accrochage et une couche 
d'or d'environ 500 AngstrSms (dep6ts effectu6s par evaporation sous vide). Ces types de 
substrats sont particulierement adaptes a des mesures faites par R6sonance des Plasmons 
de Surface. 

5 On connecte ensuite la couche d'or a un potentiostat de type EGG 273 formant 

une sortie 61ectrode de travail. En ce qui concerne la partie contre-electrode de cette cellule 
electrochimique, on procede comme suit : 

- on insere un dispositif de r6ception, par exemple le dispositif de reception 
30 d6crit en ref6rence a la figure 8, dans un cylindre 50 en inox avec un evidement 51 

10 recevant le dispositif 30, comme illustre a la figure 10, 

la cavit6 23 est de section circulaire, de diametre interne de 250 fxm ; le 
diametre exteme du manchon isolant 25 est de 450 jam et la profondeur de la cavit6 23 est 
de 50 jam, ce qui correspond a un volume total de la cavite de 2,5 nL environ, 

- pour maintenir le dispositif 30 dans fevidement 51, on utilise une vis de 
15 blocage en inox 52, qui permet 6galement d'etablir la connexion 61ectrique entre la partie 

conductrice de la cavite . 23 du dispositif 30 et la sortie contre-electrode, via un fil 
electrique 53, 

- le cylindre 50 peut etre maintenu en position verticale soit dans un 
mandrin, soit etre installe sur un bras manipulateur 54, represents tres schematiquement en 

20 pointilles sur la figure 10, par exemple d'un automate industriel de deplacement 3-axes, de 
d6nomination GENESIS commercialise par la societe TECAN par exemple, grace a un 
filetage realise sur la partie superieure de ce cylindre ; on note qu'une electrode de 
reference n'est pas utile dans ce cas present, celle-ci etant directement connectee a la 
contre-61ectrode. 

25 Le bras manipulateur 54 portant le cylindre 50 se place a la verticale du puits 

contenant les anticorps anti-hCG. 

Le bras manipulateur 54 descend dans le puits de f a?on a ce que la cavite 23 du 
dispositif 30 plonge completement dans la solution. 

Un contact mecanique au fond du puits est possible et n'altere pas la 
30 fonctionnalite du dispositif. Une partie de la solution, soit quelques nL dans ce cas, penetre 
dans la cavit6 par capillarite\ 
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Le bras manipulates 54 est releve verticalement et est deplace au-dessus de la 
zone de deposition sur le substrat prismatique dore, et plus particulierement au-dessus 
d'une des zones pr€d6terminee de la matrice. Le bras manipulateur 54 descend ensuite 
jusqu'a I'obtention du contact mecanique entre le dispositif 30 et le substrat. 
5 Le contact electrique, qui se fait entre le fond conducteur de la cavite 23 et le 

substrat par le biais du milieu reactionnel conducteur, ne necessite pas necessairement de 
contact mecanique du dispositif de reception 30 contre le substrat. D est toutefois 
preferable de realiser un tel contact m6canique. 

Une fois le bras 54 immobilis6, on etablit une difference de potentiel de +2,4 V 
10 pendant 250 ms entre la contre-electrode et l'electrode de travail grace au potentiostat 
EGG 273. II y a alors formation d'un fin film de polypyrrole sur le substrat par 
l'interm6diaire duquel les biomolecules, c'est-a-dire les anticorps anti-hCG, sont fixees sto- 
le support prismatiquerecouvertd' or. 

Le bras manipulateur 54 peut ensuite etre releve et ramene dans le puits 
15 precedent pour realiser un nouveau pr&evement ; le rincage et le sechage du dispositif ne 
sont pas indispensables dans ce cas puisque l'on preleve plusieurs fois le meme produit. - 
Une fois les dix plots realises suivant le meme proc6de\ le bras manipulateur 54 
est deplace a la verticale d'un puits de la microplaque rempli d'eau ultra-pure. Le bras 54 
effectue alors trois allers-retours dans ce puits pour correctement rincer le dispositif 30, 
20 lequel peut indifferemment venir ou pas en contact avec le fonds du puits sans alteration de 
sa fonctionnalite future. Ensuite, le bras manipulateur 54 est amene au contact d'un papier 
absorbant, par exemple d'un papier optique commercialise par la societe Kodak. Cette 
operation de sechage est realisee trbis fois, en trois endroits differents du papier absorbant. 

Apres cette phase de sechage, le bras manipulateur 54 est command^ en vue du 
25 prelevement d'un deuxieme anticorps, un anti-HSA par exemple, selon la sequence decrite 
ci-dessus, pour d6poser par voie electrochimique les 10 plots. On precede ainsi pour les 
quatre autres especes. 

De la mSme fagon, on peut d€poser 96 plots d'especes diff6rentes, en 
effectuant une phase de nettoyage-rin5age-sechage a la fin de chaque electrodeposiuon. 
30 . 
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Exemple 2 : Realisation d'une puce 384 plots presentant des sequences 
d'ADN pertinentes pour l'etude de la mucoviscidose (depot par adsorption passive) 

Dans cet exemple, les substrats sont des lames de microscope (75*25*1 mm 3 , 
commercials sous la denomination ESCO par la societe VWR international) sur 
5 lesquelles on depose prealablement une couche de chrome de 20 Angstr5ms environ et une 
couche d'or de 500 Angstr6ms environ (depots r6alises par evaporation sous vide). 

Cette lame est fonctionnalisee avec un revStement qui favorise 
nmmobilisation de biomolecules par interactions electrostatiques. II s'agit d'une 
monocouche d'acide 1 1-mercapto-undecanoTque (MUA) depos6e sur For puis une 
10 monocouche de polyethylene imine (PEI) (methode d6crite par Bassil et al, Sensors and 
Actuators B94 (2003) 313-324). Cette surface est alors mise en contact avec une solution 
d'extravidine (Sigma) h 0,2 g/L dans du PBS (Sigma) pendant 30 minutes avant d'etre 
rincee a l'eau. L'extravidine se fixe alors sur le PEI grace aux interactions Electrostatiques. 

Le substrat est place dans la zone de travail d'un automate 3-axes, par exemple 
15 celui commercialise sous la denomination Q-Array de la societe Genetix, qui possede deja 
des emplacements predefinis pour des lames de microscope de ce format et egalement pour 
des microplaques standard avec un support comportant un dispositif amortisseur integre, 
l'amortissement se faisant sous son propre poids, et dans lequel on insert le dispositif 40 
d6crit par exemple en reference a la figure 9. 
20 Les dimensions du dispositif sont, dans ce cas, les suivantes : le diametre 

interne de la cavite de reception d'echantillon est de 100 jam, sa profondeur de 50 fim et le 
diametre du manchon externe isolant PTFE est de 300 nm. 

Plusieurs sequences oligonucleotidiques (300 sequences differentes au total), 
fonctionnalisees avec une biotine en 5', sont placees separement dans les puits d'une 
25 microplaque a 384 puits, dans un tampon PBS, en presence de 1 ,5 M de betaine pour 6viter 
que les especes ne sechent trop rapidement sur la puce. La concentration des s6quences est 
de 1 mM dans chacun des puits. Ces sequences ont et6 choisies de maniere a determiner 
avec certitude le type de mutation mis en cause dans la mucoviscidose. Chaque espece est 
deposee en trois exemplaires repartis de maniexe aleatoire sur une matrice rectangulaire 
30 virtuelle composee de 16*64 points espaces de 400 jum (1024 points de mesure en tout). 
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Le bras qui porte le dispositif decrit precedemment fait plonger la tige dans un 
des puits de la microplaque. Le prelevement de produit se fait par capillarite lorsque la tige 
est immergee dans le liquide contenant les oligonucleotides. 

Ensuite le bras manipulates 54 remonte et se positionne au-dessus d'un des 
5 points de la matrice. Le bras descend a la verticale et, lors du contact mecanique entre le 
substrat et le dispositif, ce dernier depose sur le substrat une partie du volume preleve sous 
la forme d'une microgoutte de volume de 1 a 2 nL environ. 

Le bras 54 retourne ensuite au-dessus du meme puits qu'auparavant, et realise 
deux nouvelles fois le cycle prec6dent afm de realiser deux autres plots de la meme espece 
10 biologique. 

Une fois que les trois plots de chacune des especes out ete spottes, le bras 
remonte encore et se place a la verticale d'une fontaine projetant de l'eau ultrapure sur la 
tige, pour evacuer le fluide encore present dans la cavite ou sur la paroi exterieure du 
dispositif. 

15 Par la suite, le bras amene le dispositif au-dessus d'un element de sechage 

produisant par exemple un flux d'air chaud et sec et y reste quelques dizaines de secondes. 

Le dispositif est alors pret a aller prelever un nouveau produit dans un autre 
puits, jusqu'au prelevement et au dep6t de tous les types de sequences oligonucleotidiques. 

20 Exemple 3 : Techniques de fluorescence 

On peut enfin r6aliser Tanalyse de la puce par des techniques de fluorescence. 
Le but est de comparer le profil d'expression d'un patient malade par rapport a un patient 
sain. Pour ce faire, on marque prealablement l'ADN d'un patient sain par un marqueur 
fluorescent (Cy3 par exemple, Sigma) et celui d'un patient malade par un autre marqueur 

25 fluorescent (Cy5 par exemple, Sigma). On melange les s6rums des deux patients et on met 
en contact ce melange avec la puce fonctionnalisee. On Iaisse les produits en contact 
pendant 30 mn, a 37 °C. Ensuite, on rince la puce et on 1'insere dans un lecteur de 
fluorescence, par exemple, le GenechipTM Scanner 3000. L'analyse de la fluorescence des 
deux marqueurs sur chacun des spots, correspondants aux differentes sequences 

30 ^oligonucleotides, permet alors de determiner quels sont les genotypes sur-exprimes ou 
sous-exprimes chez le patient malade par rapport au patient sain. 
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Exemple 4 : Depot en parallele 

On peut mettre en ceuvre l'invention pour le dep6t en parallele, avec ou sans 
61ectrochimie, avec 8 tiges qui viennent prelever dans une plaque 1536 puits vers 8 
substrats differents (par exemple 8 tiges installees sur un automate de denomination 
5 GENESIS commercialise par la societ6 TECAN). 

Exemple 5 : Utilisation du dispositif de reception comme electrode 

indicatrice ou electrode de travail 

Dans les deux exemples suivants la tige est utilisee en tant qu'electrode de 
10 travail dans une micro-cellule electrochimique a deux electrodes. Ce type de dispositif 
permet par exemple de caracteriser des molecules a l'etat reduit ou oxyd6 ou d'etudier la 
synthese de polymeres par voie electrochimique. 

Exemple 6 : Utilisation en mode galvanostatique 

15 En utiiisant une electrode de tres petite superficie, de l'ordre du mm 2 , que l'on 

appelle eleclxode indicatrice, il est possible de determiner des caracteristiques courant- 
potentiel tout en conservant le systeme pratiquement sans modification de composition, 
c'est-a-dire sans modifier substantiellement les concentrations des substances electro- 
actives dissoutes au sein de l'electrolyte, malgre le passage du courant. 
20 On realise une electrode solide 60 illustree sur la figure 1 1 , en inserant une tige 

61 en platine, or, argent, graphite ou inox de diametre compris entire 0,5 mm et 2 mm dans 
une gaine isolante 62 en verre, en poly6thylene, ou en Teflon® isolant par exemple, et en 
degageant la section droite de la tige pour la mise en contact avec la solution. On obtient 
ainsi une electrode de disque plan. L'extremite de la tige en contact avec la solution peut 
25 etre polie avec, par exemple, de la pate diamantee. 

La cavite" 63, a paroi continue, permet de creer une micro-cellule 
electrochimique remplie par capillarit6 de F 6chantillon a analyser. 

L' electrode de travail 60 formee par la tige 61 est connectee a la sortie d'une 
61ectrode de travail d'un potentiostat. Cette connexion peut se faire directement sur la tige 
30 ou sur une piece metallique dans laquelle la tige vient s'emmancher, et concue pour 
s'adapter sur un automate. 
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La contre-61ectrode 65 peut etre une feuille de platine, une lame d'or, un 
support plastique recouvert d'lTO (oxyde d'indium et d'etain), ou une plaque de silicium, 
par exemple. 

Le milieu reactionnel pourra etre une solution ionique a base d'ions Li+,C10 4 " 
ou de PBS par exemple, contenant les especes chimiques a analyser. 

L'extremitS de l'electrode 60 est mise en contact avec la contre-electrode 61 et 
un courant de quelques dizaines de microamperes est impost. La tension est ensuite 
mesuree. 

On peut de la meme fagon utiliser ce dispositif en mode potentiostatique. 
Dans ce cas, on impose une tension entre les deux electrodes et l'on analyse le 
courant genere" par cette tension. 

Comme precddemment, on se sert de la tige comme 61ectrode de travail, d'une 
lame d'or comme contre-electrode et de la cavite" comme micro-cellule electrochimique. 
On etudie ensuite les reactions qui se produisent au niveau de l'electrode de travail 
constitute par la tige. 

Ce dispositif permet d' avoir toujours la meme distance entre l'electrode de 
travail et la contre-electrode. 

Le manchon 62 peut etre soit de nature isolante, soit conductrice et recouvert 
d'une couche 66 d'un materiau isolant 67, par exemple un Teflon® isolant rigide, comme 
illustrt sur la figure 12. 

Exemple 7; Utilisation de la tige comme electrode auxiliaire (contre- 
electrode) 

Dans cette configuration, la tige aura pour fonction de servir de contre- 
electrode et de micro-cellule. Cela permet de r6aliser des micro-spots de polymere sur une 
surface metallique de quelques centaines de [im de diametre. 

La tige est en inox ou en inox recouvert d'un melal, comme par exemple du 
platine, de l'or, de l'argent. Le manchon est en inox recouvert ou non d'un metal pour sa 
partie interne et recouvert de Teflon® sur sa partie externe. Le manchon peut egalement 
Stre constitue d'un materiau isolant. 
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On impose une tension de 2 V environ, a l'aide d'un potentiostat ou d'un 
generates de tension par exemple, entre la tige et la lame d'or qui sert, dans 1'exemple 
considere, d'61ectrode de travail. 

La cavite est remplie d'une solution ionique contenant par exemple du pyrrole 
puis la tige vient en contact sur une lame de verre recouverte de chrome et d'or formant 
ainsi une micro-cellule electrochimique. Un potentiel est alors impos6 entre les deux 
electrodes. Le courant et la charge de synthase du polymere (polypyrrole) ainsi forme, sur 
la surface de la lame doree, sont enregistres. Plusieurs spots peuvent ainsi etre realis6s sur 
une meme surface. 

Le systeme d'amortissement permet de ne pas endommager la tige ainsi que la 
lame d'or. La lame d'or est egalement protegee par la couche de T6flon® «mou » a 

l'extremite de la tige. 

Le fait de recouvrir 1'inteneur de la cavite avec un metal tel que du platine peut 
permettre d'ameliorer la synthese electrochimique du polymere. 
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KEVENDICATTONS 

1. Dispositif de reception (1 ; 15 ; 20 ; 30 ; 35 ; 60), notamment pour ptelever 
et transporter un echantillon de fluide, comportant une partie d'exttemite avec au moins 
une cavite (3 ; 16 ; 23 ; 39 ; 63) debouchant par une ouverture sur l'exterieur, ladite cavite 
comprenant un fond, caracterise par le fait que ladite partie d'extremite presente une 
premiere zone hydrophobe (8 ; 17b ; 25 ; 38 ; 62 ; 67) adjacente a 1'ouverture de la cavite 
et une deuxieme zone hydrophile (4 ; 5 ; 19 ; 22 ; 37 ; 61 ; 66) adjacente a la premiere et 
recouvrant au moins partiellement le fond de la cavite de sorte que lorsque ladite partie 
d'extremite plonge dans ledit fluide puis en ressort, ladite cavite retient par capillarity une 
partie dudit fluide. 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterisd par le fait que le caractere 
hydrophobe est apporte par un revetement hydrophobe, ledit revetement hydrophobe etant 
notamment ctepose sur ladite partie d'exttemite, au moins a la peripheric de ladite 
ouverture. 

3. Dispositif selon la revendication 2, caracterise par le fait que la zone 
hydrophobe s'etend dans la cavite, eventuellement jusqu'au fond de celle-ci, sans recouvrir 
le fond complement, et/ou s'etend sur une paroi externe (10) du dispositif. 

4. Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracteris6 par le fait que la zone hydrophobe est tealis6e en un materiau isolant electrique. 

5. Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la partie d'extremite comporte un corps, lequel est realise en un 
materiau conducteur de l'electricite et/ou est rev6tu d'un revetement d'un materiau 
conducteur de l'electricite, la cavite 6tant formee au moins partiellement par ce corps. 

6. Dispositif selon 1'une quelconque des revendications prec6dentes, 
caracterise par le fait que la cavite presente l'un au moins des caracteres suivants : 

- ladite cavite a un volume suffisant pour retenir un volume d'echantillon de 
fluide dans la gamme de 0,1 picolitre a 1 pL, et en particulier de 1 a 50 nL, 

- ladite cavite a une profondeur de 5 a 200 fim, 

- le rapport profondeur de la cavite/diametre de 1'ouverture peut varier dans 
la gamme de 0,1 a 1, 

- la cavite peut avoir une section transversale circulaire ou polygonale. 
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7. Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que ledit dispositif comprend une tige munie, du c6te de la partie 
d'extremite, dun manchon ayant une partie depassante qui se prolonge au-dela de 
l'extremite de la tige. 

5 8. Dispositif selon la revendication 7, caracterise par le fait que ledit manchon 

est realise en un materiau hydrophobe. 

9. Dispositif selon la revendication 7, caracterise par le fait que ledit manchon 

est realise en un materiau conducteur, et au moins l'extremite de la partie d6passante est 

revetue d'une couche de materiau hydrophobe. 
10 io. Dispositif selon l'une quelconque des revendications pr6cedentes, 

caracterise par le fait qu'il comporte un element amortisseur permettant d , att6nuer les 

chocs susceptibles d'affecter ledit dispositif lorsque celui-ci entre en contact par sa partie 

d'extremite avec une zone de depot sur un substrat solide. 

1 1 . Dispositif selon la revendication 10, caract6rise par le fait que ledit element 

15 amortisseur est un ressort. 

12. Dispositif selon l'une quelconque des revendications precedentes, dans 

lequel ledit dispositif comporte une tige. 

13. Dispositif selon la revendication 12, caracterise par le fait que ladite tige 
est realisee en un materiau capable de deformation elastique. 

20 14. Dispositif selon la revendication 13, caracteris6 par le fait que ladite tige 

comporte. au moins une partie en forme de S jouant le r61e d'element amortisseur. 

15. Dispositif selon la revendication 11, caracteris6 par le fait que ladite tige 
coulisse dans une autre piece afin d'amortir le contact avec le substrat. 

16. Procede pour prelever et transporter un echantillon de fluide a l'aide d'un 
25 dispositif tel que defini dans l'une quelconque des revendications precedentes, comprenant 

les etapes consistant h. : 

a) immerger la partie d'extremite comportant ladite cavite dans un recipient 

contenant un fluide a prelever, puis l'en retirer, et 

b) mettre en contact ladite partie d'extremit6 avec un substrat solide. 

30 17. Procede selon la revendication 16, caracteris6 par le fait que l'on eloigne 

ensuite du substrat la partie d'extremit6, de facon a laisser en depot sur le substrat une 
goutte d'echantillon fluide. 
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18. Procede selon la revendication 16 ou 17, dans lequel on repete ]es etapes a) 
et b) autant de fois que necessaire pour deposer une pluralite d'echantillons fluides, 
identiques ou differents, sur le substrat solide, de facon a former sur ledit substrat des 
depots selon un reseau matriciel. 

5 19. Procede selon I'une quelconque des revendications 16 a 18, caracterise" par 

le fait que l'echantillon de fluide contient des molecules ou des substances biologiques a 
deposer sur le substrat. 

20. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 16 a 19, caracterise par 
le fait que ledit fluide contient un electrolyte et eventuellement d'autres composes en 

10 suspension. 

21. Precede" selon la revendication 20, caracterise par le fait que l'on effectue 
une analyse de type electrochimique de la solution ou suspension pr61evee. 

22. Procdde selon la revendication 20, caract6rise par le fait que l'on effectue 
une mesure de potentiel entre ladite partie d'extremite" et ledit substrat par l'intermediaire 

15 de l'echantillon. 

23. Procede selon la revendication 20, caracterise" par le fait que le dispositif 
comporte un corps realise en un mateiiau conducteur, et ladite partie d'extremite" est munie 
d'un revetement isolant, et ledit substrat est en un mateiiau conducteur, et dans lequel, 
apres l'etape b), on fait passer un courant Slectrique entre ladite partie d'extremite" et ledit 

20 substrat, par l'intermediaire de l'echantillon fluide. 

24. Proc6de selon la revendication 21, caracterise par le fait que ledit fluide 
contient un monomere 61ectropolymerisable par oxydation, et l'on fait passer le courant 
electrique entre ledit corps et le substrat en portant ledit substrat a un potentiel necessaire a 
la formation de polymere. 
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